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RESUMEN

La contaminaciéon ambiental que genera [a utitizacion del pldstico derivado del petroleo, plantea
su reemplazo por polimeros biodegradables como los polihidroxialcanoatos (PHAs). Los PHAs,
son poliesteres producidos por diversas bacterias quienes los acumulan como inclusiones sofubles
en el citoplasma. Entre las principales especies bacterianas que acumulan PHAs estan Alcaligenes
eutropha o Ralstonia cutropha, Alcaligenes Iatus, Azotobacter spp., Pseudomionas spp., Methilobacterium
exorguens, E.coli recombinante y més recientemente Bacillus mycoides. En la mayorfa de bacterias,
estos polimeros se producen cuando se suministra en el medic de cultivo una fuente de carbono y
se limita un nutriente escencial de crecimiento. Algunas bacterias tienen la capacidad de sintetizar
co-polimeros del tipo 3-Hiroxibutirate-co-3-Hidroxivalerato, sin embargo, para su sintesis algunas
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de ellas requieren suplementar en el medio de cultivo con propicnato, lo cual hace costosa la
obtencién del co-polimero. En este estudio, se utilizo la cepa FBL2, aislada de suelos de la region
andina del departamento de Narifio, identificada como Bacillus mycoides, con miras a optimizar
un medio de cultivo que favorezca la produccion de PHA. Los resultades muestran que esta cepa
bacteriana puede sintetizar el co-polimero sin necesidad de adicionar propionato, valerato u otros
acidos grases de cadena impar considerados precursores monoméricos del PHA, sugiriendo una
propiedad importante para este microorganismo con fines industriales.

PALABRAS CLAVES: Polihidroxialcanoatos, PHA, Copolimera, Bioplastico, Bacillus niycoide

ABSTRACT

Polyhydroxyalkanoates (PHAs) are polyoxoesters that are produced by diverse bacteria and that
accumulate as infracellular granules. In attention to preblem environmental contamination the
use of polymere extract to petroleum can be replaced by biodegradable polymer like PHAs. Some
genus bacterial to produce PHAs are Alcaligenes eutropha o Ralstonin eutropha, Alcaligenes latus,
Azotobacter spp., Fseudomonas spp., Methilobacterium exorquens; E.coli recombinant and more early
Bacilius nuycoudes. Any genus bacterial, this polymer is produced by adding in the medium culture
a carbon source and a escencial nutrient of growth is limited. Some bacteria have capacity to
sinthesise co-polymer 3HB-ce-3HV, nevertheless, for its sinthesis require suplement of culture
medium with propionate, which makes the obtaining co-polymer more expensive. In this study, it
was tsed strain FBL2, obtained of soil of Narifio- Colombia, identificated like Bacillus nycoides with
the purpose of optimizing a culture medium that favors the production PHAs. The results show
thig bacterial strain it can sinthesize the copolymer without necessity te add proptionate, valerate
or other fatty acids of uneven chain, monomeric precursor to produce PHAs. This characteristic is
impertant in order to use B. mycoides with industrial aims.

KEYWORDS: Polihidroxyalkanoates, PHA, Copolymer, Bioplastic, Bacillus rycoide

INTRODUCCION

En atencién a problemas relacionados con la contaminacion
ambiental, se ha planteado el interés de remplazar los plas-
ticos derivados del petréleo por polimeros biodegradables
como los Polyhydroxyalkanoates {PHAs} que son una clase
de poliésteres alifaticos, que algunas bacterias los acumu-
lan como cuerpos de inclusién con el fin de atilizarios como
reserva energélica y/o fuente de carbono.

Ef interés industrial por PHAs surge en gran parte por
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sus propiedades termoplisticas y elastoméricas similares
a los poliésteres de origen petroquimico, ademds, nume-
rosas bacterias y hongos pueden hidrolizarlos | , 5, por lo
cual, los PHAs son una fuente renovable de poliésteres
bicdegradables.

Hasta el momento, se han encontrado mas de 150
constituyentes diferentes de los PHAs ;. La mayoria
de los PHAs estudiados tienen unidades repetitivas
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de -JO-CH(R){CHz)xCO¥ El Poli (3-hidroxibutirato)
(PHB), es el PHA mas abundante en Ja naturaleza,
en este polimero R es CHs y x es igual a 1,

Algunas bacterias tiene la capacidad de sintetizar
copelimeros construidos por monémeros de dife-
rentes tipos como polifhidroxibutirato-co-hidro-
xivajerato), estos poliesteres son menos rigidos y
quebradizos en comparacién con PHB, biopolimero
de amplia distribucion entre las bacterias ;. Hay que
aclarar que la composicion monomérica del PHA es
determinada tanto por el tipo de sustrato del medio
de cultivo, como también, por la especificidad de las
enzimas implicadas en las rutas metabélicas de los
PHAs como las B-cetotiolasas y las PHA sinfasas.

En Alcaligenes eutrophus, se ha reportado que con-
trolando la concentracion de glucosa y propionato en
el medio de cultivo se consigue modificar la compo-
sicion monomérica del co-polimere (3HB-Co-3Hv),
sin embargo, la adicion de propionato al medio in-
crementa [os costos de produccion gp.

No obstante, nosotros encontramos que B. mycoides,
puede sintetizar el copolimero sin la necesidad de
adicionar al medio de cultivo propionato, valerato
u otros acidos grasos de cadena impar que se han
de
la unidad monomérica 3-hidroxivalerato, estos

identificado como precursores inmediatos
resultados sugieren para este microorganismo un
elevado potencial industrial yva que permitirfa obte-
ner pldstico con un menor costo de produccion.

Por todo lo anteriormente expuesto y, como un
primer paso para la optimizacién de un medio
de cultive que favorezca la produccion de PHA,
el propdsito de este trabajo fue la evaluacion
del efecto de diferentes fuentes de. carbono .y
nitrégeno en la sintesis de copolimero sintetizado
por la cepa de Bacilius mycoides FLB2, bacteria
silvestre aislada de suelos de la region andina del
departamento de Narifio.
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MATERIALES Y METODOS
Cepa bacteriana y condiciones de Cultive

Se utilizé la cepa FBLZ identificada como Bacillus
miycoides, la cual pertenece al cepario del laborato-
rio de Biotecnologia del programa de Biclogia de
la Universidad de Narifo. Los aislados bacterianos
empleados en este.trabajo se mantuvieron en tubos
de ensayo con medio de cultivo basal conformado
por glucosa 5 g, peptona bacteriologica 2,5 g/, ex-
tracte de levadura 2,5 g/, v agar agar 1,2 g/1

Influencia de fuentes nutricionales
en la sintesis del polimero

Para evaluay el efecto de las fuentes de carbono enla
sintesis de PHA se empled glucosa, sacarosa, melasa
v almidén en una proporcion de 5 g/ 1., mantenien-
do constante el extracto de levadura en una propor-
cion de 2,5 ¢ por litro. Para establecer fa influencia
de fuentes de nitrégeno en la sintesis del polimero
se utilizd peptona, extracte de levadura, extracto de
carne, y unt hidrolizade acido de harina de haba (Vi-
cig faba), en una proporcién de 2,5 g por litro, como
fuente de carbono y energia se adicion¢ glucosa a
una concentracién de 5 g por litro.

Todos los cultivos fueron realizados en erlen-
meyers con volumen nominal de 500 ml de capa-
cidad que contenian 100 ml de caldo de cultivo.
Se realizaron tres réplicas por cultivo los cuales se
mantuvieron durante 36 horas a 30°2 “C y con agi-
tacion de 120 rpm.

Perfil de crecimienioy
produccidn de polimero

FI crecimiento celular y la sintesis del polimero fue-
yon registrados con intervalos de 2 horas. El peso
seco celular fue caleulado por gravimetrfa, para lo
cual 2 mi de medio de cultivo fueron centrifugados
a 8.000 rpm, el boton celular fue lavado varias veces
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cort agua destilada y secado a 80 °C durante 24 ho-
ras, el peso seco se registed en balanza analitica con
0,0001 g de precision,

Cuantificacion de polimero

La cuanbificacién del PHA se realizd mediante el
método espectrofotométrico de Slepeckyl5, para
lo cual las muestras de suspension celular 1 ml, se
centrifugaron y lavaron con agua destilada, en vi-
ales de 1.5 ml a 8.000 rpm, durante 5 minutos. Los
botones celulares se resuspendieren con hipoclorito
de sodio al 5% de clore libre y EDTA 10 mM, se in-
cubaron a 30 °C durante 1.5 h se centrifugaron y la-
varon con agua destilada. El sedimento recuperado
se resuspendio en 2001 de acetona, se centrifugo, se
eliminé el sobrenadante y se resuspendio en 200”1
de alcohol, se centrifugé nuevamente desechandose
el sobrenadante. Las muestras secadas se resuspen-
dieron en Iml de una solucion de H2504 al 80% y
se calentaron en bafio de Maria a 90 “C, durante 30’
Se determind la absorbancia de la solucién 214 nm
mediante el espectrofotémetro Cole palmer.

La concentracion de PHA (mg.L-T) se calculd segin
curva patrén de un copolimero comercial PHB-co-
PHY, el cual fue hidrolizado bajo las mismas condi-
ciones de las muestras de PHA de la cepa FBL2. La
expresion matematica que relaciona la absorbancia
con la concentracion del copolimero es: y = 7,4017x
+ 0,065 con K2 = (),9857.

Caracterizacion del polimero

Los caldos de cultivo al final de las fermentaciones
fueron centrifugados a 8000 rpm, recuperandose el
polimero de las células como se describit anterior-
mente, pero sin digerir con Ha504. Las muestras se
caracterizaron por cromatografia de gases, para ello,
un I mg de muestra se diluyé con 1 ml de clorofor-
mo y 1 ml de metanol : dcido sulfirico (85:15, v/v),
la mezcla fue calentada a 90 °C durante dos horas,
luego fue enfriada rapidamente y T mi de NaCl al
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0,1% fue adicionado, se separd la fase orgénica de la
acuosa y se deshidratd con sulfato de sodio anhidro,
0.5 ul de fase organica fue inyectada en el cromato-
grafo de gases (GCMS - QP5000 Shimadzu) equipa-
do conuna columna capilar de silica fundida MDN-
S de 30metros de longitud, (.25 mm de didmetro
interno y (1.25 um de espesor de pelicula. Flinyector
y el detector de temperaturas de flama ionizante fue
configurado a 250 "C. El programa de temperatura
fue de 60 “C durante 2 minutos incrementandose 6
“C por minute hasta el maximo de temperatura de
220"C. se utilizé el modo de inyeccién splitt con una
razon de 23:2,

RESULTADOS Y DISCUSION
Efecto de 1a fuente de Carbono

El incremento de biomasa y la acumulacion del poli-
mero fueron superiores cuando fa bacteria crecié en
presencia de glucosa, el mayor rendimiento (pHa/bio-
masa) 5¢ Jogrod con melaza y almidon, sin embargo con
estas dos fuentes de carbono la produccién de PHA
{g/1) fue inferior. El efecto de cada una de ellas se
puede apreciar en la Tabla 1.

Se establecio que la relacion entre la cinéticas de
produceion de biomasa con la sintesis de polimero
se explica a través de un modelo simple cuya ex-
presion matemdtica es producto gra g = 0,0426325
+ 0,372736xBiomasa(g/1) con R2 del 98,07% y r =
0,99, que indica una fuerte correlacién positiva
entre las dos variables, en consecuencia, se puede
afirmar que la sintesis de PHA, se encuentra asoci-
ada al crecimiento.

Al observar el perfil del crecimiento de cepa FBL2
(Figura 1), se puede confirmar que el polimero se
acumula desde inicio de la fase exponencial def cre-
cimiento sin necesidad del agotamiento de un nutri-
ente esencial, esta es una caracteristica que diferen-
cia la cepa FBL2 de otros grupos de bacterias como
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TABLA 1. EFECTOS DE LA FUENTES DE CARBONO

EN LA SINTESIS DE PHA
Fuente de Biomasa PHA Mu Rendimiento Productividad
Carbono o/l g/l Yp/x oL
Glucosa (0,86 0.36 0,109 0.42 0,017
Sacarosa 0,84 0.35 0,078 042 0,015
Melasa 0,74 0,33 0,119 0.45 ¢,013
Almidon 0,70 0,32 0,098 (1,46 0,013

Alcaligenes cutrophus, Protomonas extorguens, Pseu-
donmonas oleoverans, Azespirillunt brasilense, en estas
bacterias, la sintesis del polimero se inicia a partir
de la fase estacionaria de crecimiento 16,17,18. No
obstante, la produccién de PHA asociada al crecimi-
ento de la cepa FBL2 es una caracteristica compar-
tida con especies como los mutantes de Azoiobacter
vinelandsi UWD vy las cepas recombinantes de E.coli
que portan el operén biosintétice de A. eutrophus,
entre otras, gop o1,

CUKVA DE CRECIMIENTO Y
PRODUCCION DE PHA
(1Y JE——
- 0600 .

0246 81012141618202224%
Horas

il Biomasa
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Efecto de la Fuente de Nifrogeno

Se destaca el efecto del extracto de levadura
en la produccion de biomasa y el extracto de
carne en el rendimiento (producto/biomasa) de
PHA. Las diferencias encontradas entre estas
fuentes de nitrégeno se muestran en la Tabla 2.
Lstas diferencias son atribuidas a variaciones
en la composicion de aminodcidos v factores de
crecimiento. Los aminodcidos libres presentes en
fuentes nitrogenadas complejas contribuyen al
crecimiento microbiano. Estos compuestos, pueden
ser transportados a la célula sin necesidad de ser
metabolizados, elaporte de aminoécidos enel medio
de cultivo supone un ahorro de energia y tiempo
para la multiplicacién celular por ejemplo, para la
sintesis de metionina se requieren 8§ moléculas de
NADPH, en este sentido, si en el medio de cultivo
se suministran aminodcidos para promover el
crecimiento bacteriane, el consumo de NADPH
seria nulo v este a su vez podria utilizarse para la
sintesis de PHAS(; 13 2.

Al comparar la composicién de aminodcidos se
evidencia que el extracto de carne tiene una mayor
concentracion de glicina, metionina ¢ arginina en
comparacion con el extracto de levadura ,. Para
comprobar que Jas diferencias en la produccién de
PHA entreelextracto decarne y extracto de levadura
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TABLA 2. Efectos de fuentes de nitrogeno en la sintesis de PHA

Fuente de Biomasa PHA Mu Rendimiento | Productividad
Nitrogeno g/l g/L, Yp/x gL h!
E -Levadura 0.86 0.36 0.10% (42 0,017
b Carne (.83 0.37 0,110 0.44 0.013
H. haba ' 0,78 0.32 0,112 0.41 0,008
Peptona 0,82 0,34 0,103 0,42 0,014

depende de la composicion de aminodcidos, se
planted un experimento con un medio de cultivo
conformado por glucosa y extracto de levadura
en concentraciones similares al medio base,
pero, suplementado con los aminoédcidos glicina,
metionina y arginina, Para el cdiculo de los niveles
de cada uno de los aminoacidos del extracto de
carne frente al extracto de levadura informadas en

el manual de oxoid de medios de caltivo. 4

fin los diferentes tratamientos de este experimento
no se encontraron diferencias significativas en la
produccion de biomasa (Figura 2), sin embargo, a
través de un andlisis de varianza simple se encontro

que hay una marcada diferencia en cuando a la
produccion del biopolimero en g/ {p = 0, 0004),
en este sentido, Los tratamientos extracto de carne
y extracto de levadura suplementade con glicina, se
destacan en el rendimiento (preducto/biomasa) y
produccién de PHA (Tabla 3).

El efecto de fuentes de nitrégeno ha sido estudiado
en relacion con la sintesis del PHA, encontrandose
que la adicion de extracto de levadura, triptona,
hidrofizado de caseina y aminoacidos en general
incrementan el rendimiento de PHAs, este fenémeno
se explica porque PHB es sintetizado desde la Acetil
coenzima A {Acetyl-CoA) como resultado de Ia

FIGURA 2. Efectos de ami_ﬁoécidos en 1a sintesis de PHA
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Tabla 3. Ffectos de aminodcidos en la sintesis de PHA

GluLevadura | GluE. Came | GlulLevGly | GlulevArg | GluLev Met
PHA 0,34 0,40 0,41 {,34 0,33
Biomasa 0,87 0.87 0,86 0,85 0,86
Yp/x (1,39 0,46 0,48 0,44 0,39

accién secuencial de tres enzimas: B-cetothiolasa,
Acetoacetyl-CoA reductasa asociada al NADPH,
y PHB sintasa26,27. En un medio complejo hay un
aporte extrinseco de intermediarios metabdlicos, en
consecuencia fa Acefil CoA que hace parte de varias
rutas metabolicas y el NADPH quedan disponibles
para la sintesis de PHA porque no se reguieren
en grandes proporciones para la sintesis de otros
compuesios.

Caracterizacion del polimero

Los derivados metilados del PHA sintetizado por la
cepa FBL2 formaron dos picos a los 3, 9y 6 minutos,
estos tiempos de retencion coinciden con los
derivados metilados de los mondmeros 3-HB y 3-
HV {figura 3), en el andlisis de la muestra realizado
por CG-masas indica que los dos mondmeros
del PHA de la cepa FBL2, tienen un modelo de
fragmentacion de masas similar al3-Hidroxibutirato
y al 3-Hidroxivalerato respectivamente.

Como esta cepa se caracteriza por presentar
biosintesis del polimero asociada al crecimiento es
factible disenar un medio de cultive que favorezca
tanto el crecimiento del microorganismo como el
redimiendo producto/biomasa.

En consecuencia la optimizacion de un medio
de cultivo serd nuestro proximo paso para la
produccion de plastico biedegradable a partir de la
cepa FLB2.

FIGURA 3. Cromatograma obtenide por GC de los
derivados metilados de un Copolimero comercial
en (a) el primer y segundo pico corresponden
a los esteres de metilo de 3 Hidroxibutirate y 3
Hidroxivalerato, respectivamente, en b) esteres de
metilo del PHA de la cepa FBL2, se observan dos
picos con Hempos de retencion similares al 3HB y
3HV del copolimero biopol.
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